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(54) Procedeu de apreciere a toxicitatii nanoparticulelor cu ajutorul microalgei

rosii Porphyridium cruentum
(57) Rezumat:
1
Inventia se refera la nanobiotehnologie, in

special la un procedeu de apreciere a toxicitatii
nanoparticulelor pentru microalge si poate fi
utilizata in calitate de parte componentd a
sistemelor de monitorizare a calitatii mediului
si a inofensivitatii proceselor tehnologice de
sinteza si utilizare a nanoparticulelor.
Procedeul, conform inventiei, include culti-

varea microalgei rosii Porphyridium cruentum
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timp de 6 ore pe mediu nutritiv, cu adaugarea
peste o ord dupd inocularea microalgei a
nanoparticulelor in diferite concentratii, dupa
care in biomasa algala se determind continutul
de dialdehidd malonica, totodatd sunt consi-
derate toxice concentratiile de nanoparticule
care provoacd cresterea continutului de
dialdehida malonica in biomasa.

Revendicari: 1



(54) Method for assessing the toxicity of nanoparticles by means of red

microalga Porphyridium cruentum

(57) Abstract:
1
The invention relates to nanobiotechno-

logy, in particular to a method for assessing the
toxicity of nanoparticles to algae and can be
used as component part of the systems for
monitoring the environment quality and safety
of nanoparticle utilization and synthesis
technological processes.

The method, according to the invention,
comprises the cultivation of red microalga
Porphyridium cruentum for 6 hours on a

nutrient medium with addition in an hour after
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microalga inoculation of nanoparticles in

different concentrations, afterwards in the alga
biomass is determined the content of malonic
dialdehyde, at the same time are considered
toxic the concentrations of nanoparticles that
cause the enhancement of malonic dialdehyde
content in the biomass.

Claims: 1

(54) Crioco0 OleHKH TOKCHYHOCTH HAHOYACTHI] PU MOMOIIH KPACHOI
MHKpoBoaopocau Porphyridium cruentum

(57) Pedepar:

N3o00perenne OTHOCHTCST K  HAHOOWO-
TEXHOJIOTHH, B YaCTHOCTH K CHOCOOY OIICHKU
TOKCHYHOCTH HAHOYACTHI[ IS MHUKPOBOJIO-
pocieii W MOXET OBITh WCIONBE30BaHO B
KauecTBE COCTABHOM YacTH CHCTEM MOHU-
TOPMHTA KauyecTBa Cpenbl M Oe30MacHOCTH

TEXHOJIOTHYECKUX  IPOIIECCOB  CHHTE3a U
HCIIONB30BaHUS HAHOYACTHI,

Crioco0, corimacHO W300pETEHHIO, BKITIO-
YaeT KyJIbTUBUPOBAHUE KPACHOM MHKpPO-
Bomopociu Porphyridium cruentum B teuenue

6 dYacoB Ha IUTAaTeIbHOH cpexe, ¢ J00aB-
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JICHUEM 4Y€pe3 Yac MOCJIC MHOKYISAINU MUKPO-

BOJOPOCIIN HAHOYACTHI] B PA3HBIX KOHIICHTPA-
ousax, II0CJIC 4Y€ro B oromacce BOAOpPOCIN
OIpeACIACTCA KOJINYECTBO MAJIOHOBOI'O AU~
ajpJcruaa, mpu 3TOM CUHUTAIOTCA TOKCUYHBIMU
KOHIICHTpAallU HAHOYACTUIl KOTOPBLIC CIIO-
CO6CTByIOT MOBBIIICHUIO KOJIMYCCTBA MaJIOHO-
BOro quajJpJCrujaa B o6uomacce.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la nanobiotehnologie, in special la procedeele de stabilire a
toxicitatii nanoparticulelor cu ajutorul indicatorilor biologici 1n baza activitatii
antioxidante a biomasei si poate fi utilizata in calitate de parte componenta a sistemelor
de monitorizare a calitatii mediului si a inofensivitatii proceselor tehnologice de sinteza si
utilizare a nanoparticulelor.

Dezvoltarea nanotehnologiei care se inregistreazd in ultimele decenii a inregistrat
deosebite succese, in special la nivelul nanomaterialelor, care se caracterizeaza prin
eminenta atat din punct de vedere al cunoasterii fundamentale, cat si din punct de vedere
al aplicarilor practice.

Paralel cu dezvoltarea acestei ramuri de perspectiva a stiintei, creste riscul expunerii
omului si a mediului la actiunea nanomaterialelor. Deoarece mediul acvatic este foarte
vulnerabil fatd de contaminarea directa sau indirectd cu nanoparticule, studiul reactiilor de
raspuns a organismelor acvatice la actiunea acestor materiale este foarte oportuna.

Sistemele hibride nanomateriale — microorganismele, ofera posibilitatea de a efectua
un studiu perfect al toxicitatii nanoparticulelor asupra organismului si al posibilelor efecte
benefice ale lor.

Microalgele prezintd obiecte foarte comode §i reprezentative, care ofera facilitati
enorme in modelarea diferitor efecte si stabilirea mecanismelor de actiune a diferitor
compusi asupra proceselor vitale din celuld, de aceea anume aceste obiecte acvatice sunt
obiecte model foarte comode pentru stabilirea posibilelor efecte toxice.

In prezent mai multe specii de microalge (Chlamydomonas reinhardtii, Euglena
gracilis, Chlorella vulgaris, Scenedesmul sp. s.a.) sunt utilizate in calitate de modele
pentru stabilirea toxicitatii diferitor tipuri de nanomateriale. In calitate de repere se
apreciaza diferiti indicatori fiziologici, biochimici si genetic moleculari.

Este cunoscut procedeul de stabilire a toxicitatii nanoparticulelor cu utilizarea
microalgei Chlorella vulgaris, care presupune efectuarea testului de inhibitie a cresterii
algei. Procedeul presupune expunerea culturii de microalga, aflata la etapa de crestere
exponentiald, actiunii nanomaterialelor in diferite concentratii §i calcularea ratei de
inhibitie a cresterii in baza relatiei matematice: Rl(rata de inhibitie)=(1-N/N0)x100%,
unde N — numarul de celule intr-un ml de suspensie cu adaos de nanomateriale, iar No —
numarul de celule intr-un ml de suspensie a culturii control [1].

Neajunsul acestui procedeu constd in faptul cd diferente semnificative in rata de
crestere a microalgei la diferite concentratii de nanoparticule pot fi inregistrate la cel putin
72 ore de la expunere. Astfel, durata totala a cultivarii clorelei este de minimum 8§ zile,
ceea ce ridicd semnificativ costul aplicarii procedeului dat. Raspunsul cu referire la
nivelul de toxicitate al nanoparticulelor, de asemenea, poate fi obtinut nu mai devreme
decat in acest termen.

Mai este cunoscutd si aplicarea testelor antioxidante In scopul stabilirii toxicitatii
diferitor substante pentru culturile microalgale. Astfel, pentru a aprecia toxicitatea
diferitor substante pentru Euglena gracilis in calitate de reper sunt aplicate atat teste de
stabilire a activitdtii antioxidante, cadt si teste de microscopie. Acest test include
cuantificarea radicalului OH/, stabilirea activitdtii antioxidante totale, testul microscopic
de viabilitate cu aplicarea diacetatului de fluoresceina [2]. Acest test este recomandat in
calitate de test biologic in vitro pentru stabilirea toxicitatii poluantilor acvatici.

Neajunsul acestui tip de testare constd in faptul cd procedura este una foarte
laborioasd, care necesita aplicarea tehnicilor sofisticate de analiza (gaz-cromatografie,
microscopie fluorescentd) si investitii materiale si de timp substantiale.

Cea mai apropiatd solutie de obiectul revendicat constituie procedeul de evaluare a
toxicitatii nanoparticulelor cu utilizarea algei verzi Chlamydomonas reinhardtii. Acest
model include aprecierea cresterii culturii, nivelul de peroxidare lipidica, transcriptia
genelor cat, sodl, gpx, ptox2. In cadrul acestui model unul din teste este cel de
determinare a nivelului de dialdehida malonica (DAM) in biomasa microalgala. Esenta
acestui model consta 1n aplicarea in ansamblu a acestor teste specifice [3].

Neajunsul acestui procedeu consta in faptul ca pentru a stabili nivelul de toxicitate al
nanoparticulelor este necesar de a efectua mai multe teste costisitoare. Cantitatea
dialdehidei malonice in biomasa de clamidomonada creste, atingdnd maximum la 12 ore
de contact al celulelor cu nanoparticulele, dupd care scade esential. Microalga
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Chlamydomonas reinhardtii apare in cadrul acestui studiu ca un obiect incomod pentru
aplicarea testului de cuantificare a dialdehidei malonice in aprecierea gradului de
toxicitate al nanoparticulelor. Aceasta reiese din lipsa corelatiei intre cantitatea de
dialdehida malonica in biomasa la etapele incipiente de actiune si cantitatea de biomasa
obtinuta la finele ciclului de crestere a microalgei.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in elaborarea unui procedeu sigur,
eficient, reproductibil, rapid si usor de realizat, de stabilire a toxicitatii nanoparticulelor
cu utilizarea microalgei rosii Porphyridium cruentum CNMN-AR-01, depozitatd in
Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie al ASM la data de 09.08.2004.

Esenta inventiei constd in aceea ca se propune un procedeu de apreciere a toxicitatii
nanoparticulelor pentru microalge, care constd 1n cultivarea microalgei rosii
Porphyridium cruentum timp de 6 ore pe un mediu nutritiv cu adaugarea peste o ora dupa
inocularea microalgei a nanoparticulelor in diferite concentratii, dupa care in biomasa
algald se determind continutul de dialdehidd malonicd, totodatd sunt considerate toxice
concentratiile de nanoparticule care provoaca cresterea continutului de dialdehida
malonica in biomasa.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in faptul cd nivelul de toxicitate al nano-
particulelor poate fi stabilit in termen de 8 ore, rezultatele fiind sigure si reproductibile.

Rezultatul tehnic obtinut se datoreaza faptului ca biomasa de Porphyridium cruentum
contine cantitdti mari de acizi grasi polinesaturati, care sunt supusi peroxidarii in cazul
actiunii toxice a xenobioticelor. Reactia de raspuns la actiunea substantelor strdine este
una promptd, care se manifestd din primele ore de interactiune. Nivelul de DAM,
inregistrat in primele ore de interactiune a microalgei Porphyridium cruentum cu
xenobioticele, coreleaza cu cantitatea de biomasa la finele ciclului vital al culturii. Astfel
decade necesitatea de a reproduce ciclul vital integral pentru a observa efectul de inhibare
a productivitatii, toxicitatea fiind exprimatd prin cresterea nivelului de dialdehida
malonica.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Stabilirea toxicitatii nanoparticulelor de ZnSe

Se prepara mediul nutritiv cu urmatoarea componentd, g/l: NaCl — 7,0; KCI — 7,5;
MgSO;-7H,0 — 1,8; Ca(NO3)-4H,0 — 0,15; KBr — 0,05; KI — 0,05; K,HPO, - 0,2 si 1,0
ml/l solutie de microelemente, ce contine, mg/l: FeClz-6H,O — 2,7; NaVO; — 0,05;
ZnS0O45H,0 — 0,02; CuSO,-5H,0 — 0,05; MnSO,-5H,0 - 0,3; H3;BO3; — 0,6; M0oO; —
0,02. in mediul preparat se adauga inoculum de Porphyridium cruentum in cantitate de
0,6 g/l biomasi absolut uscatd. Cultura este expusi la temperatura de 22°C, la iluminare
constantd de 3000 Ix cu agitare periodica.

Peste o ora dupa inocularea microalgei la suspensia celulard se adauga nanoparticule
de ZnSe (cu dimensiunea de 3...5 nm) in cantitati de 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/l. Proba
martor este expusd la conditii similare in lipsa nanoparticulelor. Dupad 6 ore de
interactiune probele se separa in doud. Din prima portie biomasa de microalgad este
separatd de mediul nutritiv prin centrifugare, spalatd cu solutie izotonicd de acetat de
amoniu si standardizata la concentratia de 10 mg/l. in biomasa obtinuta a fost determinata
cantitatea de dialdehida malonica.

Pentru aceasta la probele de biomasa (1 ml biomasa standardizata) se adauga 1 ml acid
tiobarbituric 0,67% si 1 ml acid tricloracetic 15%, dupa care probele sunt supuse incubarii
pentru 1 ord la 95°C. Probele se ricesc pe gheatd timp de 5 min si se centrifugheaza timp
de 15 min la 3000 g. Concentratia dialdehidei malonice se masoara la 532 nm, iar calculul
se efectueaza cu utilizarea coeficientului extinctiei molare a complexului dialdehidei
malonice calculat la proteina sau % inhibitie fata de proba martor pozitiv. Formula de
calcul aplicata este:

C=Abs /K, unde:

C — concentratia dialdehidei malonice, mol/ml;

Abs — absorbanta probei la lungimea de unda de 532 nm;

f — coeficientul de dilutie;

K — coeficientul de extinctie DAM (1,56:10°M™ cm™).
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Valorile calculate pentru probele experimentale sunt raportate la valoarea DAM in
proba martor si se exprima in % M.

Sunt considerate toxice concentratiile de nanoparticule de ZnSe care provoaca
cresterea veridica din punct de vedere statistic a continutului de dialdehidd malonica in
biomasa.

Pentru a confirma rezultatele obtinute prin aplicarea procedeului propus cea de a doua
parte a probelor este ldsata pentru a parcurge intregul ciclu de dezvoltare a culturii, iar la
inceputul etapei stationare de crestere se apreciaza cantitatea de biomasa obtinuta.

Rezultatele sunt prezentate in tab. 1.

Tabelul 1

Nivelul de dialdehidd malonica si cantitatea de biomasa de Porphyridium cruentum la
actiunea diferitor concentratii de nanoparticule de ZnSe

Indicatorul Concentratia nanoparticulelor de ZnSe, mg/1
monitorizat 0,1 0,5 1,0 15 2,0

Biomasa, % M 102,243,1 | 78,7£3,0* | 54,6+2,4* | 51,643,2* 47,6£3,0*

DAM, % M 100,9+42,6 | 124+2,6* | 132,2+1,8* | 135,3£3,0* | 135,9+2,6*

* - p<0,01

Datele din tab. 1 demonstreaza ca cresterea continutului de DAM 1in biomasa de
microalgd, dupd 6 ore de contact cu nanoparticulele de ZnSe in concentratii de la 0,5 mg/l
in sus, se asociazd cu o scadere a cantitdtii de biomasd care se acumuleaza la finele
ciclului de crestere a culturii. Rezultatele prezentate confirma posibilitatea aprecierii
precoce a nivelului de toxicitate al nanoparticulelor in baza testului de determinare a
produselor peroxidarii lipidelor.

Aprecierea cantitdtii de biomasd la finele ciclului de cultivare a culturii de
Porphyridium cruentum a fost efectuata doar pentru a confirma veridicitatea testului de
apreciere a DAM 1in biomasa si nu reprezintd o parte componenti a procedeului propus.

Exemplul 2

Stabilirea toxicitatii nanoparticulelor de ZnS

Se prepara mediul nutritiv cu urmatoarea componentd, in g/l: NaCl — 7,0; KCI — 7,5;
MgSO;:7H,0 — 1,8; Ca(NOs;)-4H,0 — 0,15; KBr — 0,05; KI — 0,05; K,HPO4 - 0,2 si 1,0
ml/l solutie de microelemente, ce contine, mg/l: FeClz-6H,O — 2,7; NaVO; — 0,05;
ZnS0O45H,0 — 0,02; CuSO4-5H,0 — 0,05; MnSO,-5H,0 - 0,3; H3BO;3; — 0,6; M0O3 —
0,02. in mediul preparat se adaugi inoculum de Porphyridium cruentum in cantitate de
0,6 g/l biomasi absolut uscatd. Cultura este expusi la temperatura de 22°C, la iluminare
constantd de 3000 Ix cu agitare periodica.

Peste o ora dupa inocularea microalgei la suspensia celulard se adauga nanoparticule
de ZnS (cu dimensiunea de 30...35 nm) in cantitati de 2, 4, 6, 8, 10 mg/l. Proba martor
este expusd la conditii similare in lipsa nanoparticulelor. Dupd 6 ore de interactiune
probele se separa in doud. Din prima portie biomasa de microalga este separata de mediul
nutritiv prin centrifugare, spalata cu solutie izotonica de acetat de amoniu si standardizata
la concentratia de 10 mg/I. In biomasa obtinuti a fost determinati cantitatea de dialdehida
malonicd. Pentru aceasta la probele de biomasa (1 ml biomasa standardizata) se adauga 1
ml acid tiobarbituric 0,67% si 1ml acid tricloracetic 15%, dupa care probele sunt supuse
incubdrii timp de 1 ord la temperatura de 95°C. Probele se ricesc pe gheatd timp de 5 min
si se centrifugheaza timp de 15 min la 3000 g. Concentratia dialdehidei malonice se
masoard la lungimea de undd de 532 nm, iar calculul se efectueaza cu utilizarea
coeficientului extinctiei molare a complexului dialdehidei malonice calculat la proteina
sau % de inhibitie fatd de proba martor pozitiv. Formula de calcul utilizata:

C=Abs /K, unde:

C — concentratia dialdehidei malonice, mol/ml;

Abs — absorbtia probei la lungimea de unda de 532 nm;

f — coeficientul de dilutie;

K — coeficientul de extinctie DAM (1,56:10°M™ cm™).

Valorile calculate pentru probele experimentale sunt raportate la valoarea DAM din
proba martor si se exprima in % M.
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Pentru a confirma rezultatele obtinute in cadrul procedeului propus cea de a doua
parte a probelor este ldsata pentru a parcurge intregul ciclu de dezvoltare a culturii, iar la
inceputul etapei stationare de crestere se apreciaza cantitatea de biomasa obtinuta.

Rezultatele sunt prezentate in tab 2.
5 Tabelul 2

Nivelul de dialdehidd malonica si cantitatea de biomasa de Porphyridium cruentum la
actiunea diferitor concentratii de nanoparticule de ZnS

Indicatorul Concentratia nanoparticulelor de ZnS, mg/I

monitorizat 2 4 6 8 10

DAM,% M 114,542,6 | 126,7£3,0* | 134,22, 7* | 135,64£2,5* | 145,0£2,1*

Biomasa, %0 M | 82,3+2,6 | 60,7+1,7* | 53,6+2,4* | 50,9+3,3* 45,1+3,0*

10 * - p<0,01.

Datele din tab. 2 denotd cé cresterea continutului de DAM in biomasa de microalga
dupa 6 ore de contact cu nanoparticulele de ZnS in concentratii care depasesc valoarea de
4 mg/l se asociazd cu o scadere a cantitatii de biomasd care se acumuleaza la finele
ciclului de crestere a culturii. Rezultatele prezentate confirma posibilitatea aprecierii

15  precoce a nivelului de toxicitate al nanoparticulelor in baza testului de determinare a
produselor peroxidarii lipidice.

Aprecierea cantitatii de biomasd la finele ciclului de cultivare a culturii de
Porphyridium cruentum a fost efectuata doar pentru a confirma veridicitatea testului de
apreciere a DAM in biomasa si nu reprezinta o parte componenta a procedeului propus.
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(57) Revendicari:

Procedeu de apreciere a toxicitatii nanoparticulelor pentru microalge, care consta in
cultivarea microalgei rosii Porphyridium cruentum timp de 6 ore pe mediu nutritiv cu
adaugarea peste o ord dupd inocularea microalgei a nanoparticulelor in diferite concentratii,
dupé care in biomasa algald se determind continutul de dialdehidd malonica, totodatd sunt
considerate toxice concentratiile de nanoparticule care provoaca cresterea continutului de
dialdehida malonica in biomasa.
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